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Vorrichtunq fur die praparative Elektroohorese 

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung fiir die 
praparative Elektrophorese und insbesondere ein 
dimensions-unabhangiges Kuhlsystem fiir diese 
Vorrichtung. 

Die Elektrophorese ist die zur Zeit leistungsf ahigste 
analytische Methode fiir die Trennung von Proteinen, Man 
kennt auch zahlreiche Techniken der praparativen 
Elektrophorese, die jedoch uberwiegend fiir Trennungen 
in einem MaBstab von Milligramm-Mengen von Proteinen 
eingesetzt werden. Ein Hauptproblem bei der 
MaBstabsejrweiterung ("scale up-) ist die Ableitung der 
beim Stromdurchgang entstehenden Joule 'schen Warme. 
Eine besonders erfolgreiche Technik ist die praparative 
isoelektrische Fokussierung in Schichten granulierter 
Gele, mit deren Hilfe Gramm-Mengen von Proteinen mit 
hoher Auflosung getrennt werden konnten (Radola, B.J., 
Methods Enzymol. 1984, 104, 256-275). 

In diesem Trennsystem ist die Schichtdicke auf ca. 1 cm 
begrenzt, auch kann die Trennstrecke nicht verlangert 
werden, so daB das Trennvolumen lediglich durch 
Variation der Breite der Schicht vergroBert werden 
kann. Einer solchen MaBstabserweiterung sind aber enge 
praktische Grenzen gesetzt. Auch andere aus der 
Literatur bekannte praparative Systeme mit 
zylindrischer Geometric lassen sich weder bei radialer 
noch azialer Kiihlung in einen groBeren MaBstab 
iibertragen (Rilbe, H. und Petterson, S., in: 
Arbuthnott, J. P. und Beeley, J. A. Isoelectric Focusing, 
Butterworth, London 1975, pp. 44 - 57). 
Es ist die Aufgabe der vorliegenden Erfindung eine 
Vorrichtung fiir die praparative Elektrophorese zur 
Verfugung zu stellen, die die Trennung von groBeren 
Substanzmengen ermoglicht. 
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ErfindungsgemaB wird eine Vorrichtung zur praparativen 
Elektrophorese vorgeschlagen, die durch einen modularen 
Aufbau dex Elektrolytkairaner aus einer Vielzahl von 
einzelnen Kompartimenten gekennzeichnet ist, wobei die 
Kompartimente durch Trennelemente mit membranartigen 
Eigenschaften verkniipft sind, und wobei jedes 
Korapartiment ein aus parallel angeordneten Kapillaren 
bestehehdes Kiihlelement enthalt. 

Ein wesentlicher Bestandteil jedes Kompartiments - das 
den Elektrolyten enthalt - ist ein aus Kapillaren 
aufgebautes Kuhlelement/ bei dem diinne Kapillaren 
parallel zueinander angeordnet sind, so daB der Abstand 
zueinander wie auch zu den Begrenzungsf lachen des 
Kompartiments an keiner Stelle mehr als wenige 
Millimeter betragt. Die Begrenzungsf 1 ache des 
Kompartiments wird durch das angrenzende Element (auch 
als Trennelemeht bezeichnet) mit den membranartigen 
Eigenschaften gebildet. Im allgemeinen betragt der 
Abstand der Kapillaren zueinander zwischen 3 und 10 mm, 
bevorzugt zwischen 5 und 7 mm. Der Abstand zur nachsten 
angrenzenden Flache - dem Trennelement zwischen zwei 
Kompartimenten - sollte nicht mehr als 5, bevorzugt 
nicht mehr als zwischen 1 und 3 mm betragen, wobei der 
Abstand von der Oberflache der Kapillare aus gemessen 
wird. Der Durchmesser der Kapillaren sollte moglichst 
gering sein, wobei jedoch infolge der 

Materialeigenschaften und eines - zur Auf rechterhaltung 
eines effektiven Kiihlf lussigkeitstransportes 
notwendigen - inneren Durchmessers technische Grenzen 
gesetzt sind. Im allgemeinen betragt der auBere 
Durchmesser der Kapillaren zwischen 1 und 3 mm. 

Eine wichtige Anforderung an die Eigenschaften der 
Kapillaren ist, dafl sie elektrisch nicht leitend sind 
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und sich gegeniiber den eingesetzten Chemikalien 
(Elektrolyt, Protein etc.) neutral und bestandig 
verhalten. 

Geeignete Materialien, aus denen Kapillaren bestehen 
konnen, sind beispielsweise Metalle, soweit sie auBen 
mit elektri'schen Nichtleitern beschichtet sind, so z.B. 
mit Kunstsoffen (Polyethylen, Teflon etc.)# Kunststoffe 
und Glas. 

Die Kiihlung der Kapillaren ist eine Funktion der Lange, 

Wandstarke, Warmeleitfahigkeit des Materials, der 

Durchflufigeschwindigkeit und Leistung der 

Klihlaggregate. Das erf indungsgemaBe Kiihlprinzip kann 

bis zu einem Gesamtvo lumen von mindestens 100 Litem 

und mehr eingesetzt werden und wird in erster Linie 

durch die Lange der Trennstrecke und die damit 

auf zuwendende Trennzeit bestimmt. Trennzeiten von iiber 

24 Stunden erscheinen nur bei besonderen 

Problemstellungen gerechtf ertigt . Die Kiihlleistung 

wurde in Kompartimenten mit unterschiedlicher Anordnung 

der Kapillaren (Abstand, Lange, Durchmesser, Material, 

Durchf luBgeschwindigkeit der Kiihlf liissigkeit , 

Schichthohe) iiberpriift. Temperaturmessungen bei 

unterschiedlicher Belastung des Systems haben gezeigt, 

daB die Temperatur im ganzen System, auch an kritischen 

Stellen z.B. in der Nahe von Elektroden, bis zu einer 

3 

Belastung von 0,3-0,4 Watt/cm konstant ist. Diese 
Wattbelastung iibertrifft urn ein Vielfaches die bei der 
Elektrophorese zu erwartende Warmeentwicklung. 

Das erf indungsgemaBe Kapillarkiihlsystem wird auch als 
dimensions-unabhangiges Kiihlsystem bezeichnet, da es 
infolge des modularen Aufbaus der Elektrolytkammer 
automatisch dem Volumen der Kammer angepaBt ist. 
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In einer erf indungsgemaBen Ausfiihrungsf orm bildet ein 
Kompartimerit mit dem aus Kapillaren aufgebautem 
Kiihlelement eine konstruktive Einheit, wobei das 
Kompartiment folgende konstruktiven Merkmale aufweist: 
Gegeniiberliegende Seitenteile bilden zusammen mit einem 
Bodenteil einen flachen Rahmen, der im allgemeinen nach 
oben of fen ist. Die Hohe der Seitenteile und die Lange 
des Bodenteils konnen in weiten Bereichen beliebig 
gewahlt werden, wobei hiermit die Hohe und Breite der 
InnenmaBe der Elektrophoresekammer definiert ist. 
Beispielsweise betragt die Hohe 30 cm und Breite 
40 cm, wobei die AuBenmaBe je nach eingesetzten 
Werkstoffen groBer sind, Bevorzugte Werkstoffe sind 
chemisch resistente Kunststof fe,.-die sich mechanisch 
gut verarbeiten lassen, wie'z.B. Plexiglas und 
Polyethylen. Die Kanten der gegenuberliegenden 
Seitenteile bilden zusammen mit den Kanten des 
Bodenteils jeweils eine Flache, an die sich ein 
Trennelement anschlieBt, Der Abstand dieser beiden 
Flachen voneinander, d.h. die Dicke der Seitenteile und 
die des Bodenteils, ist durch die Kiihlleistung des 
Kapillar-kiihlsystems vorgegeben. In der Kegel betragt 
der Abstand 2 bis 10 mm, bevorzugt 2 bis 5 mm. Die 
Anzahl der Kompartimente definiert die Trennleistung 
der Elektrophoresekammer. Bei vorgegebenem gleichen 
Volumen der Kammer bedeutet eine geringere Dicke des 
Kompartiments eine groBere Anzahl von Kompartimenten 
und damit gleichzeitig eine verbesserte Trennleistung 
des Systems. Anzustreben ist somit ein Kompartiment 
geringer Dicke, jedoch sind diesem durch das 
Kapillarkiihlsystem konstruktive Grenzen gesetzt. 

In einer besonderen Ausfiihrungsf orm weist das Bodenteil 
eine zunehmende Starke auf, so daB im Innern des 
Kompartiments ein Gefalle entsteht, so daB die 
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Elektrolytlosung - gegebenenf alls zusammen mit dem 
getrennten Protein - vollstandig Uber eine am tiefsten 
Punkt angebrachte AuslaBof f nung entleert werden^kann. 

Fiir den Fall, daB das Kompartiment und das aus 
Kapillaren gebildete Kiihlelement eine konstruktive 
Einheit bilden (Abb. 2), enthalt jedes Seitenteil eine 
Oder mehrere Aussparung(en) (6f f nungen) . Durch den 
modularen Aufbau aus einer Vielzahl von Kompartiment en 
werden durch diese Aussparungen Kiihlwasserkanale 
gebildet, durch die die Kiihlf lussigkeit auf einer Seite 
einstromt - durch die Kapillaren hindurch - und aus dem 
gegeniiberliegenden Kiihlwasserkanal herausstromt . Es ist 
selbstverstandlich, daB die erf indungsgemaBe - aus 
einzelnen Kompartimenten zusammengesetzte - 
Elektrophoresekammer Anschliisse enthalt, damit die 
Kiihlwasserkanale mit Kuhlf lussigkeit versorgt werden 
konnen . 

Wenn es erwunscht Oder erforderlich ist, die 
Kuhlleistung zu erhohen, konnen die Kapillaren jedes 
Kompartiments allein Oder in Blocken zusammengef aBt , 
separat mit Kiihlf lUssigkeit versorgt werden. Die 
Temperatur der Kiihlf lussigkeit kann - beispielsweise 
unter Verwendung von Kryostaten - dem sich ergebenden 
Trennproblem angepaBt werden, beispielsweise in einen 
Temperaturbereich zwischen 1 bis 30*'C oder bei 
Tief temperaturelektrophorese zwischen -10 bis -30**C* 
Bei Trennungen in Gegenwart hoher Polyolkonzentraten 
liegt der bevorzugte Temperaturbereich um 20°C. 

Die Kapillaren sind so mit den Seitenteilen verbunden, 
daB ein Kontakt zu dem Kiihlwasserkanal besteht, jedoch 
keine Kiihlf lussigkeit in das innere der Elektro- 
phoresekammer dringen kann. 
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Die Grenzf lachen zweier benachbarter Kompartimente 
warden gegeneinander durch ein Trennelement 
abgedichtet. Dementsprechend sind die Kanten der 
Seitenteile und die Kanten des Bodenteils jedes 
Kompartiments so gestaltet, daB sie eine abdichtende 
Funktion erfullen und keine Elektrolyt-Fliissigkeit 
austreten Hann. Sie konnen beispielsweise 
Dichtungsprof ile aus Gummi Oder einem anderen 
geeigneten Material - z.B. Teflon Oder Silicon - 
enthalten. 

Die Trenneleihente dienen dazu, einen 
Flussigkeitsaustausch zwischen benachbarten 
Kompartimenten zu unterbinden, wahrend die zu 
trennenden Proteine diffundieren konnen, d.h. die 
Trennelemente erfullen die Funktion einer Membran. 
Stoffe, die diese Membranfunktion aufweisen und zudem 
ausreichend mechanisch stabil sind, konnen verwendet 
werden. Geeignete Materialien sind beispielsweise 
porose Polymerf ilme, keramische Membranen, Oder 
technische Gewebe, die mit einem sehr diinnen Gel 
uberzogen sind, Solche Gewebe sind beispielsweise in 
der deutschen Of f enlegungsschrif t 37 36 087 
beschrieben, auf die hiermit inhaltlich Bezug genommen 
wird. 

Besonders bevorzugt sind ultradiinne gewebegestutzte 
Polyacrylamidgele Oder Agarosegele mit einer Starke von 
ca. 50 iim bis 2 mm, bevorzugt 50 bis 100 ^m. Solche 
diinnen gewebegestiitzten Gele konnen direkt zwischen 
zwei Kompartimente gelegt werden, ohne daB weitere 
konstrukttye Mafinahmen zur Aufnahme eines Trennelements 
notwendig sind. Infolge des durch eine aufiere 
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Spannvorrichtung ausgeiibten Druckes sind die Gele 
zwischen den Kompartimenten fixiert. Die Flache der 
t Gele ist so dimensioniert , daB die Kiihlwasserkanale 

nicht verdeckt werden. 

In einer erf indungsgemaflen Ausfuhrungsf orm ist es 
vorgesehen, als Trennelemente diinne Rahmen mit einem 
fest verbundenen Gewebe zu verwenden, auf dem das Gel 
aufpolymerisiert werden kann. Diese Ausfiihrungsform 
ermoglicht einen schnellen Aufbau der 
Elektrophoresekammer, bzw. einen einfacheren Austausch 
der Trennelemente. Es ist selbstverstandlich, daB die 
Rahmen in diesem Fall gleichgroBe Aussparungen fiir die 
Kiihlwasserkaniile aufweisen miissen, wie die 
dazugehorigen Kompartimente. 

Es ist moglich, daB die Gele Zusatzstof f e, wie sie bei 
der Elektrophorese iiblicherweise eingesetzt werden 
konnen, enthalten. Hierdurch ist es mbglich, die 
erf indungsgemaBe Elektrophoresekammer den gestellten, 
vielfaltigen Trennproblemen anzupassen. So konnen 
beispielsweise bei der Verwendung von 
Polyacrylamidgelen zusatzliche funktionelle Gruppen in 
das Gel eingefiihrt werden, wie dies auch in der Technik 
der isoelektrischen Fokussierung in iramobilisierten 
pH-Gradienten bekannt ist. 

Das erf indungsgemaBe dimensionslose Kapillarkiihlsystem 
kann in verschiedenen Ausfuhrungsf ormen vorliegen. Die 
bevorzugte Ausfiihrungsform, bei der die Kapillaren fest 
mit den Seitenteilen der Kompartimente verbunden sind 
und durch Kiihlwasserkanale mit Kiihlf liissigkeit versorgt 
werden, wurde bereits oben beschrieben. 
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In einer anderen Ausf uhrungsform sind die Kapillaren 
jedes Kompartiments zu einer -endlos" Kapillaren 
verbunden und an ein Kiihlf lussigkeitssystem 
angeschlossen. 

In einer weiteren Ausf uhrungsform ist das 
Kapillarkuhlsystem nicht fest mit dem Kompartiment 
verbunden • Die Kapillaren sind in einem flachen Rahmen, 
der auch die Vorrichtung zur Kiihlf lussigkeitsversorgung 
und Kiihlf lUssigkeitsentsorgung enthalt, angeordnet- Der 
Rahmen ist so dimensioniert, dafi er in vorgesehene 
Nuten des Kompartiments eingeschoben werden kann. Es 
ist notwehdig, daB der Rahmen mit den Kapillaren 
parallel zxx den Grenzf lachen der Kompartimente 
angeordnet ist. 

Im ersten und letzten Kompartiment sind die Elektroden 
(Kathode bzw. Anode) der Elektrophoresekammer 
angeordnet. Obwohl die Ausfiihrung der Elektroden im 
Rahmen iiblicher Ausfiihrungsf ormen variiert werden kann, 
hat es sich als vorteilhaft erwiesen, eine netzartig 
aufgebaute Elektrode einzusetzen. Ein "grobmaschiges" 
Netz (1-3 mm Maschenweite) aus einem inerten Material 
(z.B. Kunststoff), wird meanderf ormig von einem 
leitenden Material, bevorzugt einem Platindraht, 
durchzogen. Geeignet sind ebenfalls Netze, die 
ausschlieSlich aus einem Platin- Oder Platin- 
Iridium-Draht geflochten sind. Geeignet sind auch 
Graphit-Eiektroden oder Titan-Platin-Elektroden. Die 
Flache der Elektrode entspricht in etwa der Innenflache 
der Kompartimente. Aufgrund der hohen Feldstarke 
zwischen 50 ml bis 200 Volt/cm, und der damit 
verbundenen Gasentwicklung im Elektrodenraum ist es 
vorteilhaft, wenn die beiden Kompartimente, die die 
beiden Elektroden enthalten, ein wesentlich groBeres 
Vo lumen aufweisen als die anderen Kompartimente. 
Hierdurch wird zu starkes Schaumen vermieden. 
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Der segmentierte Aufbau der erf indungsgemafien 
Elektrophoresekammer ermoglicht es, daB die 
Elektrolytlosung der Kompartimente mit den Elektroden 
eine andere Zusammensetzung aufweisen als die anderen 
Kompartimente, So kann beispielsweise ein hoherer 
Gehalt eines Polyols das Schaumen im Bereich der 
Elektroden Tierabsetzen. 

Die erf indungsgemaBe Elektrophoresekammer wird aus 
einer Vielzahl von Teilen zusammengesetzt , wobei 
Kompartimente und Trennelemente abwechseln. Die beiden 
auBeren Kompartimente enthalten die beiden Elektroden. 
Diese schichtartig aufgebaute Elektrophoresekammer wird 
durch eine Spannvorrichtung zusammengehalten, um die 
einzelnen Bauteile (Kompartimente und Trennelemente) so 
abzudichten, daS keine Elektrolytlosung nach auflen 
dringt und auch kein Fliissigkeitsaustausch zwischen 
benachbarten Kompartimenten erfolgen kann. 

Bei der erf indungsgemafien Elektrophoresekammer hat sich 
als vorteilhaft erwiesen zur antikonvektiven 
Stabilisierung der auf getrennten Substanzen 
die Kammer mit einer 40-80% Losung eines Polyols, z.B. 
Glycerin, Saccharose, Sorbit oder einem Gemisch dieser 
Polyole zu fiillen. Die einzelnen Kompartimente werden 
voneinander mit gewebegestiitzten Polyacrylamidgelen 
getrennt. Bei dieser antikonvektiven Stabilisierung ist 
es moglich, wahrend der Trennung aus alien Segmenten 
Proben zu entnehmen und nach der Trennung die Proteine 
ohne storende Vermischung leicht zu eluieren. Bereits 
bei der Einfuhrung der isoelektrischen Fokussierung in 
von Polyol-Dichtegradienten stabilisierten pH 
Gradienten wurde gezeigt, daB hohe 
Polyolkonzentrationen mit der Durchfuhrung der 
Elektrophorese kompatibel sind. 


ERSATZBLATT 


wo 92/00795 


PCr/EP91/01219 


10 

Inbesondere bei hoher Substanzbeladung der Kammer kann 
es erforderlich sein, den Inhalt der einzelnen 
Kompartimehte mit Hilfe einer Mehrkanalpumpe standig 
umzuwalzeh, um auf diese Weise einer Elektrodekantation 
vorzubeugefn. Durch Elektrodekantation wiirden sich 
aufgetrenrite Substanzen im unteren Tell der 
Kompartimenteans amine In, was die Trennung 
beeintrachtigen wiirde und unerwunscht ist. Fiir eine 
optimale Txenhung ist eine iiber den gesamten 
Querschni^t der Kdmpartimente gleichmaSige Verteilung 
der auf getrennten Substanzen und Elektrolyte 
wiinschenswertv Die Pumpe wird iiber den Abflufikanal der 
einzelnen Kompartimente ausgeschlossen und die 
umgepumpt^ Fliissigkeit iiber einen Schlauch in den 
oberen Teil der jeweiligen Kompartimente zuruckgefuhrt . 

Die Kompartimentierung mit gewebegestutzten 
Polyacrylamidgelen bietet eine Reihe von Vorteilen. 
Polyacrylamidgele sind eine aus analytischen Versuchen 
bestens bekannte Matrix, die die isoelektrische 
Fokussierung und andere elektrophoretische Trennungen 
nicht stbrt. Die Schichtdiche der gewebegestiitzten 
Polyacrylamidgele kann zwischen 0.05-2 mm beliebig 
gewahlt werden. Auf diese Weise ist es moglich, das 
Verhaltnis der f liissigen Phase zur Gelphase in der 
Trennkammer variabel einzustellen, was einen 
entscheidenden EinfluB auf die Auflosung haben kann. 
Die gewebegestiitzten Gele sind mechanisch stabil und 
ermoglichan eine gute Kompartimentierung. Die 
gewebegestutzten Gele konnen gewaschen, getrocknet und 
rehydratiert werden. Die Zusammensetzung der 
gewebegestutzten Gele kann innerhalb bestimmter 
Vernetzungsgrade beliebig gewahlt werden. 
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Die Verwendung von Polyacrylamidgelen ermSglicht es 
auch, zusatzliche funktionelle Gruppen in das Gel 
• einzufuhren, wie dies von der Technik der 

isoelektrischen Fokussierung in immobilisierten pH 
Gradienten bekannt ist (Gorg/ A., Fawcett, J.S und 
Chrambach, A, Adv. Electrophoresis 1988, 2, 1-43). 

Die Kompartimente konnen Sensoren zum Messen wichtiger 
Parameter enthalten, wie z.B. pH-Wert, Temperatur, UV, 
IR, Aktivitatsmessung radioaktiv markierter Proben, 
Leitfahigkeit u.a. Die erf indungsgemaBe 
Elektrophoresekammer kann fur den diskontinuierlichen 
Betrieb vollautoinatisiert werden, wenn zusatzlich eine 
autoraatische Probenauf tragung und Probenentnahme 
installiert wird. 

Ublicherweise wird die erf indungsgemaBe 
Elektrophoresekammer in horizontaler Lage betrieben. 
Sind die Rahmen der Kompartimente jedoch allseitig 
geschlossen - mit Ausnahme einer Offnung zum Fullen und 
Entleeren des Kompartiments - kann die 
Elektrophoresekammer auch vertikal betrieben werden. 

Um beispielsweise ein Protein zu trennen, wird wie 
folgt vorgegangen: 

Von den mit Elektrolytlosung gefiillten Kompartimenten 
wird ein oder mehrere Kompartiment (e) geleert und mit 
einer Mischung der zu trennenden Probe und 
Elektrolytlosung gefiillt. Der Verlauf der Trennung kann 
entweder durch direkte Probenentnahme aus den einzelnen 
Kompartimenten verfolgt werden, oder aber sofern die 
Kompartimente geeignete Sensoren enthalten durch die 
erhaltenen MeBdaten. Die Isolierung der getrennten 
Proben erfolgt durch einfaches Entleeren der 
betreffenden Kompartimente. 
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Bei der isoelektrischen Fokussierung konnen alle 
Kompartimente entleert werden, urn dann mit Probenlosung 
aufgefiillt zu werden. Im elektrischen Feld erfolgt dann 
die Auftrennung der Probe gemaB den isoelektrischen 
Punkten der einzelnen Komponenten. 

Die Fraktionierung von Tragerampholyten ist ein 
wichtiger teilschritt bei der Herstellung von 
Tragerampholyten fiir die isoelektrische Fokussierung. 
Mit einer hochauflosenden Trennkammer sollte es moglich 
sein, enge pH-Betreiche von Tragerampholyten, mit besser 
definierten Eigenschaf ten als dies mit den bisher 
ublichen Verfahren moglich war, herzustellen. Solche 
enge pH-Bereiche von Tragerampholyten sind wichtig bei 
Auftrennungen, in denen ein hohe Auflosung gefragt ist, 
wie es z.B. bei der Untersuchung genetischer Marker der 
Fall ist. 

In mehreren Versuchen wurden Syntheseansatze der 
Tragerampholyte fraktioniert und die isolierten 
Fraktionen in analytischen Fokussierungsversuchen 
gepriift. Dank der ausgezeichneten Kiihlleistung der 
neuen Trennkammer konnte der konzentrierte 
Syntheseansatz (35%) direkt, d.h. ohne Verdiinnung, 
fraktioniert werden, was die bisher ubliche, teure 
Aufkonzentrierung der verdiinnt f raktionierten 
Tragerampholyte einsparen konnte. Nach einer Trennzeit 
von 44 h zeige der pH Gradient einen annahernd linearen 
Verlauf , mit einem fiir diesen pH Bereich 
charakteristischen Minimum der Leitf ahigkeit beim 
neutralen pH. Bei der analytischen Ref okussierung 
decken sich die im Gel gemessenen pH Gradienten mit den 
im praparativen Versuch isolierten pH Bereich, mit zum 
Teil ausgezeichneter Linearitat iiber einen engen pH 
Bereich (z.B. der Bereich pH 3-4). 
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Die Fraktionierung von Tragerampholyten zeigt, daB es 
in der neuen Trennkammer moglich ist, Trennungen auch 
bei hoher Leitf ahigkeit der Probe oder der 
Puf f erelektrolyte durchzufiihren. Solche Trennungen 
4 konnten auch bei anderen niedermolekularen Substanzen 

von Interesse sein. 

Fiir die Auftrennung verschiedener Proteine miissen 
jeweils der pH' Gradient und das Vh Produkt optimiert 
werden* Dies setzt eine Stabilitat der pH Gradienten im 
elektrischen Feld voraus. In einem Versuch in pH 4-9 
Servalyt Tragerampholyten war der pH Gradient fiir Vh 
Produkte von 6000 - 13000 Vh konstant. Bei praparativer 
Refokussierung enger pH Bereiche deckt sich der pH 
Bereich mit dem urspriinglich isolierten Bereich. Dieser 
Versuch zeigt, daB eine Kaskadenf okussierung in zwei 
und mehr Schritten moglich ist, was die Auflbsung bei 
schwer trennbaren Komponenten entscheidend verbessern 
konnte . 

Wie in der Abbildung 1 dargestellt, ist die 
erf indungsgemaBe Elektrophoresekammer duTch einen 
modularen Aufbau gekennzeichnet . Auf einer Bodenplatte 
(1) sind die Kompartimente (2) nacheinander angeordnet, 
wobei in dieser Zeichnung die Trennelemente, die sich 
zwischen zwei Komartimenten befinden, nicht dargestellt 
sind. Im AnschluB an die Kompartimente , die die 
Elektroden (3) enthalten, befinden sich zwei stabile 
Endblocke (4), die Vorrichtungen (5) zur Aufnahme 
zweier Fiihrungsschienen (6) aufweisen. Die Flatten, die 
Fiihrungsschienen und das Endteil (8) ermoglichen eine 
Fixierung der einzelnen Kompartimente, so daB eine 
f liissigkeitsdichte Elektrophoresekammer gebildet wird. 
Die Fiihrungsschienen konnen, sofern sie als runden Stab 
Oder als Rohr ausgebildet sind, ein Gewinde enthalten. 
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Das Endstuck (8) wird aufgesteckt und mit den Muttern 
verschraubt, wodurch der erf order liche Druck iiber das 
auf den Fiihrungsschienen bewegliche Endstuck auf die 
Elektrophoresekammer ausgeiibt wird. Die Endblocke (4) 
dienen gieichzeitig dazu, die Aussparungen (7) fiir die 
beiden Kiihlwasserkanale abzudichten, damit die 
Kiihlf liissigkeit nicht auslauft. Ebenfalls enthalten die 
Endblocke Vorrichtungen (9), um das Kapillarkuhlsystem 
(11) an einen Kryostaten oder eine andere 
Kiihlf lussigkeitsversorgung anzuschlieBen {in der 
Zeichnung nicht dargestellt) . Dichtungen (12) zwischen 
den Kompartiraenten (2) verhindern, daB Flussigkeit 
austritt. Die Aussparungen (7) bilden zwei 
gegeniiberliegende Kiihlf lussigkeitskanale. Die 
elektrischen Zuleitungen zu den Elektroden sind in der 
Zeichnung ebenfalls nicht abgebildet. Der Zusammenhalt 
der Kompartimente kann selbstverstandlich durch 
entsprechende technisch aquivalente Vorrichtungen 
hergestellt werden. 

Die Kompartimente sind - bis auf eine Ausnahme - nur im 
AufriB abgebildet, um den Aufbau der erf indungsgemaBen 
Elektrophoresekammern deutlicher darzustellen. 

Im Allgemeinen besteht die Kammer aus mindestens 
5 Kompartimenten, da eine geringere Anzahl zwar 
moglich, aber aus Sicht der Trennleistung nur in 
Ausnahmef alien sinnvoll ist. Verkiirzte Trennstrecken 
mit 5 Oder weniger Kompartiraenten sind dann sinnvoll/ 
wenn sie in sogenannten Kaskaden eingesetzt werden. In 
einer ersteh Elektrophoresekammer erfolgt eine erste 
Auftrennung der Probe, wobei anschlieBend der Inhalt 
eines Kompartiments in einer weiteren 
Elektrophoresekammer weiter fraktioniert wird. Dieser 
Vorgang kann mehrmals wiederholt werden. 
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Die Kombination mehrer Elektrophoresekanimern mit einer 
geringen Anzahl von Kompartimenten zu einer Kaskade 
< ermbglicht beispielsweise die schnelle Auftrennung 

eines Proteingemisches. 

In Abbildung 2 ist ein Schnitt durch ein Kompartiment 
(2) mit fest eingebautem Kapillarkiihlsystem 
dargestellt. Zwei Seitenteile (14) und ein Bodenteil 
(15) sind 2u einem Rahmen (16) verbunden. Das Bodenteil 
weist eine unterschiedliche Dicke auf , am tiefsten 
Punkt befindet sich ein verschlieBbarer AbfluBkanal 
(17), liber den auch eine Mehrkanalpumpe angeschlossen 
werden kann, um den Inhalt der einzelnen Kompartimente 
zur Vermeidung einer Elektrodekantation umzuwalzen. In 
den Seitenteilen sind bffnungen (7) vorhanden. Durch 
die Kombination raehrerer Rahmenteile werden somit die 
Kiihlwasserkanale gebildet. Die Kapillaren (18) sind 
fest mit den Seitenteilen (14) verbunden. 

Abbildung 3 zeigt einen Schnitt durch ein Kompartiment 
(2) mit unterteilten Offnungen (7a) und (7b) zur 
Ausbildung getrennter Kiihlf lussigkeitskanale. Zur 
effektiveren Kiihlung konnen diese beispielsweise 
gegenlaufig mit Kiihlf liissigkeit beschickt werden. 
Abbildung 4 zeigt ein Trennelement (19) mit einem fest 
eingebauten gewebegestutzten Gel (20). Die Seitenteile 
(21) enthalten Aussparungen (22) zur Bildung von 
Kiihlwasserkanalen. Die Seitenteile (21), das Bodenteil 
(25) und ein oberes Teil (23) bilden einen festen 
Rahmen (24), um das Gewebe, auf dem das Gel 
aufpolymerisiert ist, zu stiitzen. 
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Patient anspxuche 

1) Vorrichtung fur die praparative Elektrophorese, 
gekenrizeichnet durch einen modular en Aufbau der 
Elektrolytkammer aus einer Vielzahl von 
Kompartimenten, wobei die einzelnen Kompartimente 
dutch Elemente (Trennelemente) mit membranartigen 
Eigenschaften voneinander getrennt sind und jedes 
Kompartiment ein aus parallel angeordneten 
Kapillaren bestehendes Kiihlelement enthalt, 

2) Vorrichturig nach Anspruch 1, dadurch 
gekerinzeichnet, daB das Trennelement aus einem 
Polymerfilm mit membranartigen Eigenschaften 
besteht. 

3) Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Trennelement aus einem 
gewebegestutzten Polyacrylamid- oder Agarosegel 
besteht . 

4) Dimensions-unabhangiges Kiihlsystem fiir die 
praparative Elektrophorese, dadurch 
gekennzeichnet, daB es parallel angeordnete 
Kiihlkapillaren geringen AuBendurchmessers in 
geringem Abstand zueinander angeordnet enthalt. 

5) Dimensions-unabhangiges Kiihlsystem nach Anspruch 
4, dadurch gekennzeichnet/ daB die Kapillaren aus 
Stahl bestehen und mit einem elektrisch 
nichtleitenden Material uberzogen sind. 

6) Dimensionsunabhangiges Kiihlsystem nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Kapillaren aus 
Kunststoff bestehen. 
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7) Elektrophoresekammer, dadurch gekennzeichnet , daB 
sie aus 

a) mindestens 5 - mit parallel angeordneten 
Kiihlkapillaren geringen Abstandes versehenen - 
Kompartimenten/ 

b) zwei Kompartimenten, zur Aufnahme der 
Elektroden, 

c) einer Vorrichtung fiir die Versorgung der 
Kapillaren mit Kiihlf liissigkeit , und* 

d) einer Vorrichtung zum Zusammenhalt der 
Kompartimente 

besteht . 

8) Elektrophoresekammer gemaS einem der Anspriiche 1, 
2/ 3 Oder 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie 
Vorrichtungen" zum Durchmischen des Elektrolyten in 
den einzelnen Kompartimenten zur Vermeidung der 
Elektrodekantation enthalt. 

9) Elektrophoresekammer nach Anspruch 8, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie eine Mehrkanalpumpe zur 
Durchmischung des Elektrolyten in den einzelnen 
Kompartimenten zur Vermeidung der 
Elektrodekantation in den einzelnen Kompartimenten 
enthalt. 
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Abbildung.2. 
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SCHMITT DURCH EIN KOMPARTIMENT 2 
MIT FEST EINGEBAUTEN KUHLKAPILLAREN 


Abbildung.3. 
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